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Abstract of DE1 961 881 2 

The invention relates to a sensor for detecting proteins on the key-lock reaction principle, consisting of a 
sensor body, one surface of which is coated with a polymer layer, where the receptor molecules on the 
key-lock reaction are bonded to said polymer layer. It is the aim of the invention to design the sensor in 
such a way that it can be easily and highly reproducibly made. This is achieved in that the bond between 
the polymer and the receptor molecules is provided by a photoreactive molecule which is covalent to the 
lysine of a receptor molecule and inserted into a C-H bond of the polyimide. 
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(54) Sensor zum Nachweis von Proteinen und Verfahren zu dessen Herstellung 

(§7) Die Erfindung betrifft einen Sensor zum Nachweis von 
Proteinen nach dem Prinzip der Schlussel-SchloB Reaktion 
bestehend aus einem Sensorkorper, von dem eine Oberfla- 
che mit einer Polymerschicht Gberzogen ist r wobei an die 
Polymerschicht die Rezeptormolekule der Schiussel-SchloS 
Reaktion gebunden sind. 

Aufgabe der Erfindung ist es nun, den Sensor so auszuge- 
stalten, daS eine einfache HersteJIung bei guter Reprodu- 
zierbarkeit gegeben ist. 

Gelost wird diese Aufgabe dadurch, daS die Bindung 
zwischen dem Polymer und den Rezeptormolekulen durch 
ein photoreaktives Moiekul vermittelt wird, welches kovalent 
am Lysin eines Rezeptormolekuls gebunden ist und in eine 
C-H Bindung des Polyimids insertiert 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft einen Sensor zum Nachweis 
von Proteinen nach dem Oberbegriff des Patentan- 
spruchs 1, wie er aus der DE 44 18 926 bekannt ist und 
ein Verfahren zu dessen Herstellung. 

Es gibt bislang einige etablierte analytische Verfahren 
urn auch BiomolekQie zu analysieren, die sich aber meist 
aufwendiger und teurer Labormethoden bedienen 
(HPLC GC-MS). Eine ahnlich preisgiinstige Alternative 
zu der hier beschriebenen Methode stellen hingegen die 
sogenannten Immunoassays dar. Diese basieren eben- 
falls auf der Bindung eines Analyten an einen Antikor- 
per, benutzen aber zwangslaufig ein indirektes Verfah- 
ren fur den Nachweis dieser Bindung. Dabei wird der 
Probe ein radioaktiv-, fluoreszenz- oder enzymmarkier- 
tes anaiyt-analoges Molekul zugesetzt, das mit dem 
Analyt um die Antikorperbindesteilen konkurriert Zur 
Auswertung ist damit ein Verfahren notig, das aus meh- 
reren Reagenzienzufuhmngen, Inkubations- und 
Waschgangen besteht; die Gesamtzeit pro Assay be- 
tragt typischerweise eine Stunde. Eine On-line-Messung 
ist damit ausgeschlossen 

Daruber hinaus wurden weitere Immunosensorprinzi- 
pien in der Literatur beschrieben. Nach Meinung vieler 
Autoren weichen sie immer noch stark von der Ideal- 
vorstellung eines preisgunstigen, genugend empfindli- 
chen zukunftigen Immunosensors ab: 
In mehreren Obersichtsartikeln wurden solche Metho- 
den bereits aufgrund ihrer hohen Kosten (Oberflachen- 
Plasmonen-Resonanz, Gitterkoppler, Differentiates In- 
terferometer) bzw. wegen ihrer niedrigen Empfindlich- 
keit (Potentiometrischer Immunosensor) kritisiert, wah- 
rend der Immunosensor auf Oberflachenwellen 
(OFW)-Basis bislang favorisiert wurde. 

Aus der EP 0 361 729 A2 ist ein Verfahren der e. g. 
Art zur Erzeugung eines Sensors bekannt, welcher eine 
Schutzschicht zur r&umlichen Trennung von Substrat 
und waBriger Analytlosung aufweist Dieser Sensor 
weist bei einer Arbeitsfrequenz >100 MHz Dampfun- 
gen zwischen 30 und 40 dB auf, wodurch eine hohe Stor- 
anfalligkeit bei starkem Rauschen verursacht wird. 

Der Nachteil des in der DE 44 18 926 beschriebenen 
Sensors besteht darin, daB die Herstellung einen hohen 
Arbeitsaufwand bei einem hohen Gef ahrdungspotential 
erfordert und daB die Sensoreigenschaften eine starke 
Streuung aufweisen. 

Aufgabe der Erfindung ist es nun, einen Sensor der e. 
g. Art so auszugestalten, daB eine einfache Herstellung 
bei guter Reproduzierbarkeit gegeben ist 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Merkmale der 
Patentanspriiche 1 und 3. Die Unteranspruche beschrei- 
ben vorteilhafte Ausgestaltungen des Verfahrens. 

Der Sensor ermoglicht die spezifische Messung der 
Anwesenheit bzw. der Konzentration verschiedener 
BiomolekQie wie Proteine, Enzyme sowie komplexerer 
Makromolekule - Teile des Erbgutes (DNS, RNS) oder 
verschiedene Krankheitserreger (z. B. Viren oder Bak- 
terien) — durch Direktnachweis der Bindung an spezifi- 
sche Antikorper in waflrigen Ldsungen. Mit dieser Me- 
thode sind damit keine zeitaufwendige Verfahren mehr 
notwendig, die auf die Konkurrenz zwischen gelabelten 
und ungelabelten Analyten beruhen (indirektes Nach- 
weisverfahrenbei Immunoassays). 

Bei dem Sensor handelt es sich um einen massensensi- 
tiven Sensor, der die bei der Sorption des Analyten 
verursachten SchaUgeschwindigkeitsanderung von aku- 
stischen Oberflachenwellen (OFW) nutzt, um auf die 



sorbiene Masse des Analyten und somit auf dessen An- 
wesenheit bzw. Konzentration in der Losung zuruckzu- 
schlieBen. 

Um eine analytenspezifische Sorptionsreakrion zu er- 
5 halten, sind selektive Beschichtungen auf dem OFW- 
Substrat notwendig. 

Besondere Flexibilitat ist hierbei dann gewahrleistet, 
wenn diese Beschichtungen aus immunochemisch akti- 
ven Molekulen wie Antikorpern oder Antigenen beste- 
io hen. Bei dem erfindungsgemaBen Sensor handelt es sich 
also um einen echten Immunosensor der seine Daten 
in-situ ermittelt und damit eine echte On-line-MeBme- 
thode fur Bioanalytik ermoglicht 
GegenOber der herkdramlichen Bioanalytik bietet der 
15 beschriebene Sensor eine Reihe von Vorteilen: 

— Kostengunstig: 4- 10 DM pro Stuck 

— Empfindlichkeit wie Bio- Assay 

— auf beliebige Biosysteme ubertragbar 

— sehrgute LangzeitstabiUtat 

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines Bei- 
spiels mit Hilfe der Figuren naher erlautert 

Fig. 1 zeigt den Verlauf einer enzymatischen Gluko- 
sezersetzung auf einem Sensor und die 

Fig. 2 zeigt den Verlauf von Immunoreaktionen fur 
unterschiedliche AntikorperkonzentrationeiL 

Die Fig. 3 zeigt den TRIMID Gehalt des Rezeptor- 
proteins und 

die Fig. 4 dessen Enzymaktivitat anhand von Absorp- 
tionsspektren. 

Die Fig. 5 zeigt die Rezeptoranbindung an das Poly- 
mer Polyimid. 

Der Sensor in unserem Beispiel arbeitet auf der Basis 
akustischer Oberflachenwellen. Ein soldier Sensor wird 
in der DE 43 19 215 beschrieben. 

Der Sensorkdrper wird auf einer Seite zunachst mit 
einem Polymer, in diesem Beispiel einem aromatischen 
Polyimid beschichtet Die Beschichtung der Oberflache 
des Sensorkorpers mit Polyimid erfolgt wie in der 
DE 44 18 926, S. 3, Zeilen 1 1 bis 55 beschrieben. Auf die 
polyimidiserte Sensoroberflache werden anschlieBend 
10 jll des geeignet verdiinnten, modifizierten Rezeptor- 
molekOls gegeben. 

Wie in Fig. 5 zu erkennen ist, kommt es nur zur Im- 
mobilisation von photomarkierten Enzym auf der polyi- 
midisierten Sensoroberflache, wenn der Wassergehalt 
in der Proteinmatrix niedrig gehalten wird. Bei einem zu 
hohen Wassergehalt im Protein kommt es bei Belich- 
tung zur Reaktion des Carbens mit Wasser, so daB die 
Insertierungsreaktion zwischen Polyimid und Protein in 
den Hintergrund gedrangt wird und die Anbindung an 
die Sensoroberflache ausbleibt Aus diesem Grand wer- 
den die Sensoren 20—40 min in einem Vakuumtrocken- 
schrank bei Raumtemperatur und einem Druck < 
10 mbar behandelt Optimal ist eine 30 minutige Trock- 
nung bei 1 mbar. Der daraus resultierende eingetrock- 
nete Enzymfilm wurde anschlieBend mit einer Quecksil- 
berdampflampe belichtet Zur Erzeugung der Triplett- 
60 carbene ist eine Belichtung des Enzymfilms bei 348 nm 
und 0,7 mW/cm 2 fur 30 min notwendig. 

Zur Immobilisierung wurde mit TRIMID modifizierte 
Glucoseoxidase (T-Glucoseoxidase, T-GOD) mit einem 
Proteingehalt von \32 mg/ml verwendet Der TRIMID- 
65 Gehalt betrug 6^ mol TRIMID pro mol Glucoseoxida- 
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Voruntersuchungen zeigten, daB die T-GOD-L5sung 
nicht unverdunnt auf dem Sensor abgeschieden werden 
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konnte. Bei einer zu hohen Proteinkonzentration 
kommt es zu hohen Eingangsdampfungen und es kann 
keine akustische Welle beobachtet werden. 

Als Ergebnis dieser Voruntersuchungen wurde die 
T-Glucoseoxidaseldsung im Verhaltnis 1 : 125 mit 
Phosphatpuffer (1 : 100) verdQnnt, 10 pJ dieser Losung 
auf den Sensor gebracht und das Enzym, wie oben be- 
schrieben, immobilisiert (vakuumbehandelt, belichtet). 

Mittels eines enzymatischen Assays konnte die auf 
der Sensoroberflache abgeschiedene Menge an Enzym 
spektroskopisch bestimmt werden. 

Zur Durchfiihrung der EnzymaktivitatsUberprQfung 
sind folgende Losungen notwendig: 

Losung i 

53 mg 3,5-Dichlor-2-Hydroxy-Benzosulphonsaure wer- 
den in Wasser (bidest) geldst und mit 1 M NaOH auf 
pH=7 gebracht Dann werden 3 mg Peroxidase (Meer- 
rettich) zugegeben und auf 10 ml mit Wasser aufgefullt 
Losung 2 

16 2 mg 4-Aminophenazon werden in 10 nil Wasser ge- 
lost 
Losung 3 

1.4 g Na 2 HP0 4 • 2 H 2 0 und 700 mg NaH 2 P0 4 sowie 
37.2 mg EDTA werden in 100 ml Wasser gelost 
Losung 4 

1.8-D-Glucose werden in 10 ml Wasser gelost 
In eine Kflvette werden dann 

155 ml von Losung 3 
02 ml von Losung 4 
02 ml von Losung 1 
50 jd von Losung 2 

gegeben und nach guter Durchniischung (Vortex) der 
Hintergrund bei 520 nm vermessen. AnschlieBend gibt 
man 50 pJ einer angemessen verdunnten GOD-Ldsung 
hinzu und miBt die Absorptionsanderung bei 520 nm 
(Ausbildung eines roten Farbstoffs) innerhalb der ersten 
Minuten. Bei hohen Glucoseoxidasekonzentrationen 
genugen 2 Minuten, bei den auf dem Sensor abgeschie- 
denen Mengen an Antigen wurde 10-20 Minuten lang 
gemessen. 

Der ExtinktionskoeffizienT des entstehenden Farb- 
stoffs betragt 13300 (M cm)" K Damit 1st es mogiich die 
spezifische Enzymaktivitat der GlucoseoxidaselSsung 
zu bestimmen. Diese wird in "units/mg" angegeben, wo- 
bei eine "unit" wie folgt definiert ist: Eine "unit" oxidiert 
1 \imol -D-Glucose pro Minute bei pH =5.1 (T=35° C). 

Da zur Erzeugung von 1 mol des roten Farbstoffs 2 
mol Wasserstoffperoxid (aus der Glucosespaltung) not- 
wendig sind, entspricht die gemessene Zunahme des 
Chromophors 03 units pro Minute- 
Die Zunahme der Absorption bei 520 nm ist exempla- 
risch fur drei verschiedene Sensoren in Fig* 1 angege- 
ben. Daraus ergibt sich ein Mittelwert der Steigungen 
von 0.0021 Absorptionseinheiten pro Minute. Ein Ver- 
gleich mit der Enzymaktivitat der T-GOD-Stamml8- 
sung zeigt, daB diese Absorptionszunahme einer Pro- 
teinmasse auf dem gesamten Sensor von 18^ ng ent- 
spricht 

Die Bestimmung der Sensorempfindlichkeit sowie 
der Nachweisgrenze fQr polyklonale Antikorper gegen 
Glucoseoxidase erfolgte durch Variation der Antikor- 
permenge im Analytstrom. 

Dazu wurden die Sensoren mit T-Glucoseoxidase 
uber die beschriebene photoinitiierte Reaktion be- 
schichtet und zunachst mit Rinderserumalbumin (4 mg/ 
ml) gespult, um die unspezifischen BindungssteDen zu 
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blockieren. Da die Sensoren im DurchfluB mit dem Pro- 
tein beprobt wurden, zeigten sie unterschiedliche Ab- 
scheidungsgeschwindigkeiten, die dann aber alle zu ei- 
ner (innerhalb eines Fehlerbereichs von 10%) Fre- 
5 quenzanderungvon35kHzgelangten. 

Die so vorbehandelten Sensoren wurden dann ein- 
zeln mit Antikorperlosung beprobt, wobei der Analyt — 
polyklonale Antikorper gegen Glucoseoxidase - im 
Kreislauf uber die Sensoren geleitet wurde. Dabei wur- 
io den jeweils unterschiedliche Antikdrpermengen in 5 ml 
Phosphatpuffer gelost und uber die Sensoren geleitet 
Die Konzentrauonsreihe, die in Auszugen in Fig. 2 dar- 
gestellt ist, beinhaltete einen Bereich von 2- 200 ^ig/ml 
Antikorper (entspricht 10— 1000 p.g). 
is Es sind verschiedene Frequenzabnahmen sowie un- 
terschiedliche Anfangsgeschwindigkeiten der Immun- 
oreaktionen zu erkennen. 

Die Anderung der Resonanzfrequenz des Oszillators 
wurde gegen die Antikorpermenge im Analytstrom auf- 
20 getragen. Die Steigung der Gerade gibt die Sensoremp- 
findlichkeit wieder, die zu 58.8 Hz/p.g bestimmt wurde. 

Um die Korrelation zwischen Antikorpermenge und 
Reaktionsgeschwindigkeit zu bestimmen, wurde far je- 
de Messung die Anfangsgeschwindigkeit der Immun- 
25 oreaktion ermittelt Aus den MeBpunkten innerhalb der 
ersten Minute nach Analytzugabe konnte durch lineare 
Regression die Frequenzabnahme pro Zeiteinheit be- 
rechnet werdea Die Korrelationskoeffizienten waren 
bei alien ausgewerteten Kurven deutlich grofler als OSS. 
30 Die so ermittelten Anfangsgeschwindigkeiten korre- 
lieren mit der zugegebenen Antikorpermenge. Es resul- 
tiert ein deutlich linearen Zusammenhang zwischen den 
beiden GroBen (r =» 0.9822). Die Steigung der Regres- 
sionsgerade betragt 4,92 Hz/(sp,g). 
35 Um die Nachweisgrenze fur polyklonale Antikorper 
gegen Glucoseoxidase zu bestimmen, geht man wie 
folgt vor. 

Die Empfmdlichkeit betragt 58.8 Hz/yg, der Achsen- 
abschnitt wurde mit 27.1 kHz bestimmt. Mit diesen 
40 Werten kann unter Einbezug des dreifachen Rauschsi- 
gnals der Sensoren (120 Hz), die Nachweisgrenze fur 
polyklonale, Antikorper gegen Glucoseoxidase zu 2 p,g 
bzw. 13.6 pmol bestimmt Da die jeweilige Antikorper- 
menge in 5 ml Phosphatpuffer eingewogen wurde, ent- 
45 spricht dieser Wert einer minimal detektierbaren Kon- 
zentration von 2.7 nmol/l. 

Das beschriebene Beschichtungsverfahren kann auch 
auf andere Sensor- bzw. MeBprinzipien Qbertragen 
werden. Beispielsweise kdnnen die Sensorchips des Op- 
50 tischen Gitterkopplers in gleicher Weise mit modifizier- 
ten Rezeptormolekiilen beschichtet werden. 

Als mogliche RezeptormolekOle konnen Enzyme, An- 
tigene und Antikorper sowie NukleinsEuren verwendet 
werden. 

55 Ein Beispiel fur eine Beschichtung ist an dem Antigen 
Glucoseoxidase gezeigt, das direkt mit 3-Trifluorome- 
thyl-3-(m-isothiocyanophenyl)-diazirin (TRIMID) um- 
gesetzt wurde, um so zu einem photoreaktiven Protein 
zu gelangea Den Antikdrper selbst mit TRIMID zu 
eo modifizieren ist prinzipieil ebenso mogiich, aber kosten- 
intensiver. 

Der Syntheseweg konnte nicht direkt von dem litera- 
turbekannten T-BSA auf T-GOD ubertragen werden, 
da Glucoseoxidase das Coenzym FAD enthalt, das nicht 
55 kovalent an das Enzym gebunden ist Durch die Umset- 
zung von GOD mit TRIMID bei pH 1 1.4 mittels Inkuba- 
tion bei 50° C wurde Glucoseoxidase zwar mit TRIMID 
modifiziert, das Coenzym aber war abgetrennt, was 
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durch das UV-Spektrum nachgewiesen wurde. Es konn- 
te eine Schulter bei 348 nm (TRIMID) festgestellt wer- 
den, die FAD-Peaks bei 375 bzw. 450 nm waren nicht 
mehr zu erkennen. 

Untersuchungen haben gezeigt, daB die Inkubation 
bei 50 Q C zur Abtrennung des Coenzyms fuhrt, die Be- 
handlung des Enzyms bei pH=»li.4 diese Dissoziation 
jedoch nicht herbeifiihrt 

T-GOD wurde deshalb nach folgender Vorschrift 
hergestellt: 

18 mg Glucoseoxidase und 1.27 g -D-Glucose wurden in 
0.1 Vol-% TEA (in Wasser, pH = 11.4) gelost und die 
resultierende Losung mit reinem TEA auf einen pH von 
10.4 eingestellt 

Zugabe von 170^1 TRIMID (29jimol/l) in Chloro- 
form 30 sec im Ultraschallbad beschallen, wobei eine 
milchig gelbe Suspension entstand 
2 Stunden bei 37° C im Wasserbad inkubieren 
Qber eine Sephadex G-25-Saule in 1.5 mM NaCl, 0.05 
mM Natriumphosphatpuffer (pH=7.4) chromatogra- 
phieren. 

Eine Bestimmung der Proteinkonzentration ist mit 
der Methode nach Lowry mogiich. Dazu wurde ein spe- 
ziell vorbereiteter BSA-Standard als Referenz vermes- 
sen und die Extinktionen des T-GOD darauf bezogen. 

FQr diese Untersuchung war eine Stammldsung aus 
0.5 ml 2%iger CuSO^Ldsung, 0.5 ml 2%-iger Tartratlo- 
sung und 49 ml 2%-iger Na 2 C03-L6sung in 0.1 M Na- 
OH notwendig. Um die Proteinkonzentration der Frak- 
tionen 12 und 13 zu bestimmen, wurden 100 pi mit PBS 
(1 : 100) auf 1 ml verdttnnt und 6 Proben hergestellt, 
indem jeweils 10 jd, 20 pi und 30 |xi auf 200 pJ mit PBS 
(1 : 100) verdiinnt wurden (Doppelbestimmungjk Zu die- 
sen Proben kam je 1 ml der Stammlosung hinzu, das 
Gemisch wurde 10 min stehen gelassen. 

AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 100 \d 05 N 
Folinlosung, die ein Extinktionsmaximum bei 578 nm er- 
zeugt, was nach 30 min vermessen werden konnte. Mit 
Hilfe des BSA-Standards konnte anschlieBend die Pro- 
teinmenge von T-GOD errechnet werden; es ergab sich 
eine Proteinmassenkonzentration von 422 mg/mL 

Der Trimidgehalt eines Proteins kann durch den Ex- 
tinktionsunterschied einer Probe vor und nach dem Be- 
lichten bei 348 nm ilberpriift werden. Bei Glucoseoxida- 
se stellt sich das Problem, daB die FAD-MolekQle in 
diesem Bereich ebenfalls Licht absorbieren, was den 
TRIMID-Peak uberdeckt Bei der Bestimmung des TRI- 
MID- Anteils in T-GOD wurde die Tatsache ausgenutzt, 
daB das FAD nach einer Inkubation bei erhohter Tem- 
peratur vom Enzym abgetrennt wird Da der FAD-Peak 
die Absorptionsbande von TRIMID uberlagert, wurde 
zur Detektion von TRIMID zunachst das FAD abge- 
trennt, indem das Protein (jeweils 500 ]xl) 2 h bei 50°C 
inkubiert und anschlieBend die Losung uber eine 
PDIO-Siule chromatographiert wurde. In der Enzym- 
fraktion war danach nur noch der Proteinpeak bei 
280 nm erkennbar. 

Die Proteinfraktion wurde dann in der Kuvette 2mal 
je 10 min belichtet und nach jeder Belichtung ein Ab- 
sorptionsspektrum aufgenommen. Man erkennt in 
Fig. 3 deutlich eine Veranderung der Absorption zwi- 
schen 340 nm und 400 nm, also im Bereich der TRIMID- 
Bande. 

Der Gehalt an kovalent gebimdenem TRIMID betrug 
8 ± 2 mol TRI-MID pro mol Glucoseoxidase. 

Die enzymatische Aktivitat des modifizierten Prote- 
ins konnte spektroskopisch mittels des oben beschriebe- 
nen enzymatischen Assays ermittelt werdeiL Dazu wur- 
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den 50 \i\ T-GOD, die 8.73 pg Protein enthielten unter- 
sucht 

Mit dieser Methode wurde die enzymatische Aktivi- 
tat der verwendeten Glucoseoxidaseldsungen bestimmt 
5 In Fig. 4 ist die Kinetik der enzymatischen Katalyse der 
Stammlosung (GOD) sowie die des modifizierten En- 
zyms (T-GOD) dargestellt 

Durch den Iinearen Teil der Kurve wurde mittels li- 
nearer Regression jeweils eine Gerade bestimmt Diese 
io diente als Kalibriergerade zur Detektion der enzymati- 
schen Aktivitat der jeweiligen Glucoseoxidase auf dem 
Sensor. 

Die Bestimmung der Absorptionszunahme mittels li- 
nearer Regression ergab fur T-GOD einen Wert von 

15 0.989 min" 1 . Mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Geset- 
zes kann daraus die spezifische Enzymaktivitat der mo- 
difizierten Glucoseoxidase mit 3452 units/mg bestimmt 
werden. Im Vergleich dazu besitzt die nicht modifiziertc 
Glucoseoxidase einen Wert von 8759 units/mg. 

20 Um die Anbindung von T-GOD auf einer Oberflache 
und im speziellen an Polyimid zu beobachten, wurde das 
erzeugte T-GOD mit [ 14 C) markiert Dazu wurde die 
Glucoseoxidase zunachst reduktiv methyliert und an- 
schlieBend auf einer polyimidisierten Oberflache immo- 

25 bilisiert 

Bei der reduktiven Methyiierung werden Aminofunk- 
tionen mit Formaldehyd umgesetzt und die entstehen- 
den Schiffschen Basen reduziert Diese hochspezifische 
Reaktion greift nur die -Aminogruppen der Lysineinhei- 

30 ten im Protein sowie den N-Terminus in der Aminosau- 
resequenz an- Um eine Denaturierung durch Zerstarung 
der Disulfidbrticken sowie die sofortige Reduktion des 
Formaldehyds zu vermeiden, wird als mildes Reduk- 
tionsmittel Natriumcyanborhydrid verwendet was zu 

35 N,N-Dimethylderivaten fuhrt Es resultiert eine nahezu 
vollstandige Umsetzung bei Einsatz des sechsfachen 
Oberschusses an Formaldehyd, bezogen auf die Protein- 
masse. 

Da die reduktive Methyiierung in HEPES-Puffer 
40 (pH = 75) ablauft, wurde 1 ml T-GOD (422 mg/ml) uber 
einer PDIO-Saule umgepuffert und die Proteinfraktion 
zur radioaktiven Markierung verwendet Dabei wurde 
wie folgt vorgegangen: 

800 pi dieser Proteinfraktion wurden in ein lichtge- 
45 schQtztes ReaktionsgefaB gebracht (Schutz der TRI- 
MID-Gruppe) Zugabe von 65 \d [ 14 C)-Formaldehyd 
(=200 nmol), mit einer Radioaktivitat von 11.6 p.Cl Zu- 
gabe von 100 id NaCNBH* ( = 240 mmol/1) auffullen mit 
HEPES-Puffer auf 1 ml 3 h ruhren bei Raumtemperatur 
50 das Produkt wurde Qber einer PDIO-Saule chromato- 
graphiert, um uberschiissiges Formaldehyd abzutren- 
nen. 

Die T-GOD-Fraktion des radioaktiv markierten En- 
zyms wurde wie oben beschrieben auf den Proteinge- 

55 halt untersucht Es ergab sich eine Proteinkonzentration 
von OS 15 mg/mL 

Um den Grad der radioaktiven Modifizierung von 
T-GOD zu bestimmen, wurden jeweils 5 yl der einzel- 
nen Fraktionen der [ H C)-T-GOD-Synthese mit 5 ml 

60 Szintillationslosung (eine Mischung aus 1080 ml Toluol 
p^ 5.4 g 2^-Diphenyloxazol (PPO), 02 g 2,2'-p-Phenyl- 
bis-5-Phenyloxazol (POPOP), 920 ml Triton und 40 ml 
Eisessig) vermischt (Vortex) und die -Strahlung mit ei- 
nem Szintillationszahler bestimmt 

65 In der Proteinfraktion wurde eine Aktivitat von 2793 
dpm (dpm= decompositions per minute) gefunden. Die 
Korrelation dieser Werte mit den Ergebnissen der Pro- 
teinbestimmung nach Lowry des radioaktiv markierten 
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Proteins ergab 597 dpm/ng Protein. 

Die enzymatische Aktivitat der radioaktiv markierten 
Proteinfraktion wurde wiederum mittels des enzymati- 
schen Assays bestimmt Dazu wurden 20 \d der Protein- 
fraktion mit HEPES auf 200 ul verdunnt und von 50 jil 5 
dieser Losung (= 4.6 p.g) die enzymatische Aktivitat be- 
stimmt 

Die Auswertung ergab eine Absorptionszunahme 
von 027 min -1 , was einer spezifischen Enzymaktivitat 
von 18.19 units/mg entspricht Das bedeutet da6 selbst 10 
nach zwei Modifikationen des Proteins die enzymati- 
sche Aktivitat noch vorhanden ist 

Um die Ankopplung des Proteins an eine polyimidis- 
ierte Oberflache zu beobachten, wurden Deckplattchen 
aus Gias polyimidisiert anschlieBend mit [ 14 C]-T-GOD 15 
bescbichtet und die Radioaktivitat gemessen. Die Polyi- 
midisierung von hydrophilen Oberflachen ist neben an- 
deren Methoden eine wichtige Grundlage fur Immobili- 
sationen auf akustoelektrischen Bauelementen. 

Auf die polyimidisierten Glasplattchen wurden 20 
30— 50 pi des radioaktiv markierten Enzyms aufge- 
bracht, nach einer definierten Einwirkzeit belichtet und 
anschlieBend gewaschen. Als Kontrollexperiment wur- 
den analog behandelte, jedoch unbelichtete Plattchen 
mitgefuhrt 25 

Die Waschprozedur bestand aus funfmaligem Spulen 
der Plattchen mit einer Losung aus 50 mM PBS, 150 mM 
NaCl sowie 0.02 Vol-% TWEEN 20. Zur Bestimmung 
der Radioaktivitat wurden die Abdeckplattchen in die 
Szintillationsrohren gebracht, mit 5 ml Szintillationsl6- 30 
sung bedeckt und nach kurzem Mischen (Vortex) die 
-Strahlung der polyimidisierten GlastrSger bestimmt In 
Fig. 5 ist zu erkennen, daB die Belichtung nach 30 min 
Einwirken keine Anbindung an das Polyimid bewirkt 
Die Strahlung dieser Glasplattchen liegt etwa in der 35 
gleichen GroBenordnung wie die der unbelichteten 
Kontrollproben. Erst nach wesentlich langeren Einwirk- 
zeiten vor der Belichtung bzw. partielle Trocknung 
durch Anlegen eines Vakuums, was einen vollig einge- 
trockneten Proteinfilm zur Folge hatte, kommt es zur 40 
kovalenten Anbindung des Proteins an das Polyimid, 
was durch die deutlich hohere Radioaktivitat der ent- 
sprechenden Glastrager zu erkennen ist 

Eine Photoimmobiiisation von T-GOD auf Polyimid 
ist folglich moglich, sofern nur wenig Wasser in der 45 
Proteinmatrix vorhanden ist Bei Anwesenheit von Was- 
ser ist der Modifizierungsgrad von T-GOD mit TRIMID 
zu gering, so daB alle durch Belichtung erzeugten Car- 
bene mit Wasser abreagieren und es zu keiner meBba- 
ren Anbindung an die Oberflache kommt Weiterhin 50 
zeigen diese Untersuchungen, daB die gewahlte Wasch- 
prozedur geeignet ist unspezifisch anhaftende Protein- 
molekiUe von der polyimidisierten Oberflache zu entfer- 
nen sowie Restradioaktivitat auszuwasdien. 

55 

Patentansprtiche 

1. Sensor zum Nachweis von Proteinen nach dem 
Prinzip der SchlOssel-SchloB Reaktion bestehend 
aus einem Sensorkdrper, von dem eine Oberflache eo 
mit einer Polymerschicht uberzogen ist, wobei an 
die Polymerschicht die Rezeptormolekiile der 
Schlilssel-SchloB Reaktion gebunden sind, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Bindung zwischen dem 
Polymer und den Rezeptormolekuien durch ein es 
photoreaktives MolekQl vermittelt wird, welches 
kovalent am RezeptormolekQl gebunden ist und in 
eine C-H-Bindung des Polymers insertiert wobei 
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das photoreaktive Molekul 3-Trifluoromethyl- 
3-(m-isothiocyanopheny0-diazirin (TRIMID) ist 
2. Verfahren zum Beschichten von Sensoren gemaB 
Anspruch 1 mit Proteinen, wobei die Oberflache 
des Sensors modifiziert wird und wobei auf der 
Sensoroberflache eine silanhaltige Promoter- 
schicht aufgebracht und daran eine Polymerschicht 
angebunden wird, gekennzeichnet durch folgende 
Verfahrensschritte: 

a) modifizieren der Proteine durch Anbinden 
von carbenerzeugenden MolekQlen an die Ly- 
sineinheiten der Aminosauresequenzen der 
Proteine, wobei die carbenerzeugenden Mole- 
kule TRMID sind, 

b) aufbringen der modifizierten Proteine auf 
die Polymerschicht 

c) partielle Trocknung dieser Schicht und 

d) kovalente Anbindung der modifizierten 
Proteine an die Polymerschicht durch Einwir- 
kungvonUV-Licht 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet daB der Trocknungsgrad der Schicht 
durch anlegen von Vakuum erreicht wird. 
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